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ABSTRAKT 
Tématem bakalářské práce byla mikrobiologická kvalita syrového mléka a mléka tepelně 
ošetřeného pasterací a UHT záhřevem. V teoretické části byly popsány nejdůležitější 
a nejběžnější mikroorganismy, které kontaminují mléko, saprofytické a patogenní. Praktická 
část byla provedena v laboratoři mlékárenského závodu. Mikrobiologickou analýzou byly 
stanoveny počty mikroorganismů syrového, pasterovaného a UHT mléka. 
 
 
ABSTRACT 
The aim of this bachelor thesis is microbiology of raw milk and heat treatment milk, 
pasteurized and UHT treatment. There are described the most important and the most 
common microorganisms that contaminate milk, spoilage and pathogenic in the theoretical 
part. Practical part was provided in laboratory of diary factory. There were determined counts 
of microorganisms in raw, pasteurized and UHT milk by microbiological analysis. 
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1 ÚVOD 
Mléko je díky své vysoké nutriční hodnotě důležitou součásti stravy většiny populace. 
Zároveň představuje vhodné prostředí pro rozvoj mikroorganismů, které svojí metabolickou 
činností mohou ovlivnit příznivě nebo nepříznivě jeho kvalitu. Mikrobiologická kvalita mléka 
je důležitá nejen z hlediska obsahových složek a nutriční kvality, ale také z hlediska ochrany 
zdraví spotřebitele. 
 
Mléko jako syrová surovina má relativně krátkou dobu trvanlivosti, rychle podléhá zkáze 
a velice často dochází k mikrobiální kontaminaci. Nehygienická manipulace s mlékem počty 
mikroorganismů zvyšuje, proto je nutná přísná hygienická kontrola. 
 
Trvanlivost mléka může být prodloužená tepelným zpracováním, což je nezbytný proces 
přijatý v mlékárenském průmyslu. Tepelným zpracováním mléka nedochází pouze 
k inaktivaci mikroorganismů, ale má za následek také řadu fyzikálně – chemických změn 
ve složení mléka. Vhodné nastavení teploty a doby trvání ošetření jsou rozhodující 
pro požadovanou mikrobiální kvalitu mléka. Toto tepelné ošetření mléka má zajistit zdravotní 
nezávadnost mléka z hlediska možné alimentární nákazy. 
 
Zjišťování mikroorganismů má v mlékárenství důležitou úlohu, protože jejich přítomnost 
rozhoduje o vlastnostech suroviny i výrobku. Podle výskytu různých druhů mikroorganismů 
lze usuzovat na hygienu výroby, zdravotní nezávadnost, trvanlivost a skladovatelnost 
výrobků. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Mléko 
Základní definici mléka uvádí Codex Alimentarius: „Mléko“ je sekret mléčné žlázy zvířat 
produkujících mléko, získaný dojením, do kterého nebylo nic přidáno ani z něho nebylo nic 
odebráno, určený pro konzumaci v tekutém stavu, nebo pro další zpracování.[1] 
 
V evropské legislativě je mléko definováno následovně: „Syrovým mlékem“ se rozumí mléko 
produkované sekrecí mléčné žlázy hospodářských zvířat, které nebylo podrobeno ohřevu nad 
40 °C, a nebylo ani ošetřeno žádným způsobem s rovnocenným účinkem. Termín „syrové 
mléko“ znamená nejen to, že mléko není pasterované, ale není ošetřené vůbec, tzn. není ani 
upraven obsah tuku odstředěním, takže je vyšší než 3,5 % u „plnotučného mléka“, a není 
podrobeno ani procesu homogenizace, tzn. tuk není stabilně rozptýlen, ale během stání 
vystupuje na povrch.[1, 2] 
 
Složení mléka a jeho jakost jsou ovlivněny zejména živočišným druhem. K dalším faktorům 
patří stádium laktace, zdravotní stav, výživa atd.[1] 
 
Podle potravinářské terminologie se pod pojmem mléko rozumí mléko kravské, není-li 
označeno jinak.[1, 3] 
 
2.1.1 Složení mléka 
Mléko představuje polydisperzní systém. Skládá se z vody, tzv. disperzního prostředí a v něm 
rozptýlených malých částic, tzv. disperzní fáze. Látky přítomné v mléce jsou v různém stupni 
disperze, podle velikosti molekul nebo částic se rozlišuje emulzní fáze, molekulární fáze 
a fáze koloidní. Emulzní fázi v čerstvém mléce tvoří mléčný tuk spolu s fosfolipidy, steroly, 
vitamíny rozpustnými v tucích a volnými mastnými kyselinami. Mléčné bílkoviny a enzymy 
se nachází v koloidní fázi. V molekulární disperzi jsou přítomné sacharidy, vitamíny 
rozpustné ve vodě, nebílkovinné dusíkaté látky, soli a plyny. Mléčné sérum vzniká 
odstraněním mléčného tuku a kaseinu z mléka. Odstraněním mléčného tuku z mléka 
odstředěním vzniká mléčná plazma.[1, 4] 
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Obrázek č. 1: Složení mléka 
2.1.1.1 Voda 
Nejvíce zastoupenou složkou mléka je voda. Je rozpouštědlem celého polydisperzního 
systému mléka, dává mléku tekutý charakter.[4] 
2.1.1.2 Laktóza 
Laktóza (mléčný cukr) je disacharid (4-O-β-D-galaktopyranosyl-D-glukopyranosa), který 
se přirozeně vyskytuje pouze v mléce. Z dalších sacharidů se v mléce nacházejí 
monosacharidy (glukóza a fruktóza) a oligosacharidy, které působí jako prebiotikum.[5, 6] 
Laktóza je živnou půdou pro rozvoj řady bakterií. Na jedné straně je jejich rozvoj nežádoucí, 
ale působení bakterií mléčného kvašení, které přeměňuje laktózu na kyseliny, a to hlavně na 
kyselinu mléčnou, je základním technologickým procesem výroby fermentovaných mléčných 
výrobků a sýrů.[7] 
 
Při mírném tepelném ošetření mléka dochází k rozkladu laktózy na laktulózu. Jedná se 
o izomer laktózy, který stimuluje růst bifidobakterií a současně inhibuje růst E. coli.[6, 8] 
 
Při intenzivním zahřívání mléka reaguje laktóza s volnými aminoskupinami bílkovin 
(především lysinu) za vzniku Maillardových reakcí, jejichž produkty melanoidy, způsobují 
změnu barvy a chuti mléka.[6] 
 
Záhřevem nad 130 °C začíná laktóza žloutnout, při 170 až 180 °C vzniká hnědý 
laktokaramel. [4] 
2.1.1.3 Mléčný tuk 
Mléčný tuk obsahuje tri-, di- a monoacylglyceroly, fosfolipidy, steroly a jejich estery, volné 
mastné kyseliny a v tucích rozpustné vitamíny. Triacylglyceroly tvoří 98 % lipidů mléka. 
Většina lipidů se v mléce vyskytuje ve formě tukových kuliček obalených membránou, která 
chrání mléčný tuk před splynutím ve velké útvary. Membrána je složená z fosfolipidové 
vrstvy, na které jsou absorbovány bílkoviny.[6, 9] 
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Tepelné odbourávání mléčných lipidů není pozorováno, protože teploty požadované 
pro neoxidativní rozklad mastných kyselin (> 200 °C) se nacházejí mimi rozsah teplot, 
při kterých je mléko ošetřováno.[6] 
 
Na nutriční hodnotu mléčného tuku nemá pasterace nepříznivý vliv. Účinkem tepla se 
z hydroxykyselin tvoří lakton, který má příznivý vliv na organoleptické vlastnosti mléka. 
Pasterace nemá vliv na esenciální mastné kyseliny.[10] 
2.1.1.4 Bílkoviny 
Bílkoviny mléka tvoří nejsložitější komplex. Dělí se na dvě skupiny: nerozpustný kasein, 
který je jednou z nejdůležitějších bílkovin mléka, a rozpustné syrovátkové bílkoviny.[4, 6] 
 
Při tepelném ošetření mléka při teplotách 60 – 70 °C dochází k denaturaci syrovátkových 
bílkovin. Rozbalením globulární struktury se zpřístupní chemickým reakcím funkční skupiny 
aminokyselin. Významné jsou reakce thiolových skupin, které vyvolávají vařivou příchuť 
mléka po vysokém tepelném ošetření. Kasein je odolný i vůči teplotám nad 100 °C.[4] 
2.1.1.5 Minerální látky a soli 
Pod pojmem soli mléka rozumíme ty složky, které jsou v podobě iontů. Velkou část solí tvoří 
minerální látky, které obsahují kovy a anionty minerálních kyselin. Zastoupení solí v mléce 
má velký význam při zpracování mléka, obsah solí ovlivňuje technologické vlastnosti 
mléka.[1, 4] 
 
Mléko obsahuje celou řadu minerálních látek. Nejvýznamnější je obsah vápníku, draslíku, 
fosforu, méně je zastoupen sodík a hořčík. Nejčastěji se vyskytují ve formě citrátů, chloridů, 
uhličitanů a síranů. Obsah a formy vápenatých solí jsou z technologického hlediska 
nejdůležitější, protože ovlivňují termostabilitu mléka.[7, 8] 
 
Minerální látky se v mléce vyskytují ve formě rozpustné i koloidně vázané, tj. jako součást 
organických látek (fosfor v esterech kyseliny fosforečné, síra v aminokyselině methioninu 
a cysteinu).[8] 
 
V mléce jsou zastoupené také mikroelementy, např. železo, mangan, zinek, meď, nejčastěji 
jako součást enzymových systému (mangan peptidázy, meď oxidázy).[8] 
 
Při zahřátí mléka se celkový obsah Ca a P v mléce nemění, klesá obsah rozpustného 
ionizovaného Ca a P, a to v závislosti na intenzitě tepelného ošetření.[10] 
2.1.1.6 Vitaminy 
V mléce jsou obsaženy všechny vitaminy potřebné pro život, i když ne vždy v dostatečném 
množství. Vitaminy mohou mít vliv na barvu mléčného výrobku a jsou růstovými faktory 
pro užitečné i škodlivé mikroorganismy mléka.[4] 
 
Mléčný tuk je zdrojem vitaminů rozpustných v tucích – A, E, D, K. Mléko je považováno 
za významný zdroj vitaminu A a za chudý zdroj vitaminů E, D a K. Obsah vitamínu D 
v mléce je nízký, proto se v některých regionech světa mléko povinně fortifikuje.[1, 11] 
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Z vitaminů rozpustných ve vodě je významný obsah vitaminů B2, B6, B12, C, H a kyseliny 
listové.[4] 
 
Řada vitaminů (vitaminy rozpustné v tucích A, D a E a některé z komplexů vitaminu B) není 
citlivá k pasteračním teplotám, takže nedochází k jejich ztrátám. Vitaminy B1, B6, B12 
a kyselina listová jsou k tepelnému ošetření citlivější.[10] 
2.1.1.7 Enzymy 
Syrové kravské mléko obsahuje heterogenní skupinu enzymů, které pochází z různých zdrojů. 
Podle původu se enzymy dělí na 2 hlavní skupiny: 
• enzymy původní, nativní 
• enzymy druhotné, mikrobiální.[1] 
 
Rozdělení nezahrnuje skupinu tzv. exogenních enzymů, které mohou být do mléka přidávány 
během technologického zpracování a patří mezi aditivní látky (syřidla).[1] 
 
Mléko obsahuje široké spektrum nativní enzymů pocházejících z mléčné žlázy. Mnoho z nich 
se podílí na přirozeném antibakteriálním systému mléka. Nativní enzymy se teplem snadno 
zničí, proto nepředstavují vážný technologický problém. Jejich termorezistence je však různá 
a proto ztráta aktivity některých enzymů slouží jako indikátor k průkazu tepelného ošetření 
mléka (peroxidáza – průkaz vysoké pasterace podle Storcha, alkalická fosfatáza – průkaz 
pasterace mléka).[4, 7] 
 
Podstatně větší riziko představují mikrobiální enzymy, nežádoucí metabolity kontaminující 
mikroflóry, které způsobují vady mléka a jsou dosti odolné vůči teplu. Významné jsou 
termorezistentní proteázy a lipázy psychrotrofních mikroorganismů.[4, 7] 
 
2.1.2 Antibakteriální systém mléka 
Odolnost čerstvě nadojeného mléka vůči nežádoucí činnosti mikroorganismů je dána 
přirozeným obsahem antimikrobiálních látek. Antimikrobiální látky jsou sloučeniny, které 
mají specifické nepříznivé účinky na mikroorganismy. Buď pouze zastaví jejich 
rozmnožování nebo buňky přímo usmrcují. Tato inhibiční schopnost je účinná 0, 5 – 4 hodiny 
po nadojení.[5, 12] 
 
Přirozené inhibiční látky jsou za normálních podmínek inaktivovány pasterací. Při zvýšených 
koncentracích však nejsou inaktivovány zcela a zhoršují kysací schopnost mléka.[13] 
 
Na omezení rozvoje mikrobů v čerstvém mléce se významně podílejí laktoferin, 
imunoglobuliny, lysozym a laktoperoxidázový systém. Existence těchto obranný mechanismů 
však nemůže z hlediska ochrany zdraví konzumenta nahradit tepelné ošetření syrového 
mléka.[1,12] 
 
Laktoperoxidázový systém je velmi silnou baktericidní složkou čerstvého mléka a jeden 
z tepelně nejstabilnějších enzymů v mléce, jeho tepelná inaktivace slouží jako průkaz vysoké 
pasterace mléka. Skládá se ze tří synergicky působících složek - laktoperoxidázy, 
thiokyanatanu a H2O2. Nejúčinnější jsou proti gram-negativním psychrofilním bakteriím, 
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k jejichž inhibici je zapotřebí koncentrace 0,5 – 1,0 ppm. Čerstvé kravské mléko obsahuje až 
30 ppm. Obsah jednotlivých složek velmi kolísá, zejména thiokyanatanu a peroxidu. 
Zvýšením koncentrace thiokyanatanu a peroxidu je možné prodloužit dobu trvanlivosti mléka 
ze dvou dnů až na pět, bez použití jiných konzervačních postupů. Celý systém je efektivnější 
při vyšších teplotách (kolem 30 °C) než při skladování v chladu.[5] 
 
Laktoperoxidázový systém ovlivňuje řadu bakterii. U některých účinek vyvolává reverzibilní 
změny (bakterie jsou inhibovány jen po určitou dobu), na jiné působí ireverzibilně.[1] 
 
Tabulka č. 1: Důležité mikroorganismy ovlivňované LP systémem 
G + mikroorganismy G - mikroorganismy Ostatní 
S. aureus E. coli kvasinky 
Cl. perfringens Salmonella spp. plísně 
L. monocytogenes Shigella spp.  
Streptococcus spp. Campylobacter spp.  
Bacillus spp. Klebsiella spp.  
 Pseudomonas spp.  
 Serratia spp.  
 Proteus spp.  
 
 
Laktoferin inhibuje růst mikroorganismů, včetně patogenních, snížením dostupnosti železa 
(kvasinky, E. coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp., Listeria spp., Bacillus spp.) nebo 
přímou interakcí s bakteriální buněčnou stěnou, která vede ke změnám permeability. 
Spojením laktoferinu a lysozymu se bakteriostatický účinek zvyšuje.[1, 11] 
 
2.1.3 Požadavky na kvalitu mléka 
Všeobecně platné legislativní požadavky na kvalitu syrového mléka jsou uvedeny v Nařízení 
EP a Rady (ES) č. 853/2004, ve znění č. 1662/2006, kterými se stanoví zvláštní hygienická 
pravidla pro potraviny živočišného původu.[4] 
 
Nejvýznamnějším požadavkem na jakost syrového mléka je mikrobiální čistota. Má vliv na 
trvanlivost a technologické vlastnosti suroviny.[7] 
 
Základními požadavky na kvalitu syrového mléka jsou: 
• obsah mikroorganismů v syrovém kravském mléce při 30 °C: ≤ 100 000 KTJ v 1 ml; 
• obsah somatických buněk v 1 ml syrového kravského mléka: ≤ 400 000 KTJ; 
• obsah reziduí antibiotik nesmí překročit povolené hodnoty jako pro celkový obsah, tak 
pro jednotlivé druhy.[4] 
 
Dále jsou stanoveny doplňkové znaky mikrobiologické jakosti: 
• obsah psychrotrofních mikroorganismů < 50 000 KTJ v 1 ml 
• obsah koliformních bakterií < 2 000 KTJ v 1 ml 
• obsah termorezistentních mikroorganismů < 2 000 KTJ v 1 ml 
• obsah sporotvorných anaerobních bakterií v 0,1 ml negativní.[14] 
 
Pokud syrové mléko nesplňuje uvedené požadavky, musí provozovatel potravinářského 
podniku informovat příslušný orgán a přijmout opatření k nápravě.[4] 
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2.1.4 Fáze přirozeného rozvoje mikroorganismů v mléce 
Baktericidní fáze je charakterizována omezením rozvoje všech mikroorganismů, zejména 
působením laktoperoxidázového systému. Další látky obsažené v mléce, které působí 
inhibičně vůči mikroorganismům, jsou imunoglobuliny, leukocyty, lysozym a laktoferin. Fáze 
je charakterizována snižováním celkového počtu mikroorganismů. 
 
Fáze smíšené mikroflóry nastává po skončení působení baktericidních složek v mléce. Rozvíjí 
se všechny přítomné mikroorganismy v mléce a nastává zvyšování celkového počtu 
mikroorganismů. 
 
Fáze rozvoje bakterií mléčného kvašení je charakterizována jejich prudkým nárůstem. BMK 
se začínají tvořit již ve 2. fázi rozvoje mikroorganismů, svými enzymy rozkládají laktózu 
a tvoří velké množství kyseliny mléčné, která mléko konzervuje a potlačuje rozvoj jiných 
bakterií. Nejdříve se rozvíjí mléčné koky, které se intenzivně množí při neutrálním pH a svým 
metabolismem sníží hodnotu pH až na 4,5, což je hodnota, při které se přestávají rozvíjet. 
Následuje intenzivní rozvoj laktobacilů, které sníží hodnotu pH až na 4, což je hodnota tak 
nízká, že ustává rozvoj všech BMK. 
 
Fáze rozvoje kvasinek a plísní. V pH okolo 4 jsou schopny růst pouze některé kvasinky 
a plísně. Tyto mikroorganismy rozkládají bílkoviny a organické kyseliny přítomné v mléce 
a způsobují zvyšování pH prostředí, což umožní rozvoj proteolytických bakterií, jako jsou 
bakterie rodu Pseudomonas. Dochází ke hnití mléka.[5] 
 
2.1.5 Enzymatická aktivita mikroorganismů 
Mikroorganismy kontaminující mléko produkují enzymy, které štěpí základní složky mléka 
a tím ho znehodnocují. Některé z těchto enzymů jsou termotezistentní a způsobují nežádoucí 
změny mléka i po jeho tepelném ošetření. Nejdůležitějšími enzymy, které snižují kvalitu 
mléka, jsou mikrobiální lipázy a proteázy. 
 
Mikrobiální lipázy štěpí tuky na diacylglyceroly, monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny. 
Smyslové vady mléka způsobují zejména mastné kyseliny s nižším počtem uhlíků, nejčastěji 
kyselina máselná. Silnou lipolytickou aktivitu vykazují bakterie rodů Pseudomonas, Serratia, 
Corynebacterium, Bacillus a Clostridium. Lipázy produkují i některé kvasinky. 
 
Mikrobiální proteázy jsou schopny rozštěpit celou molekulu bílkovin, jiné rozkládají až nižší 
složky bílkovin, proto rozeznáváme dva stupně odbourávání bílkovin: štěpení bílkovin na 
peptidy, které jsou dále metabolizovány za vzniku amoniaku, sirovodíku, indolu a skatolu. 
Mezi nejvýznamnější producenty proteolytických enzymů patří rody bakterií Alcaligenes, 
Proteus. Proteolytickou aktivitu mají také některé kvasinky a plísně. 
 
Na rozkladu laktózy se podílejí zejména BMK. BMK se dělí na homofermentativní, které 
zkvašují cukry pouze na kyselinu mléčnou, a na heterofermentativní BMK, které při 
fermentaci vytváří kyselinu mléčnou, octovou, popřípadně jiné kyseliny a další látky, zejména 
etanol, diacetyl atd. Mezi homofermentativní BMK patří Lactococcus lactis subs. lactis, 
Pedicoccus spp., Lactobacillus spp. Hlavními zástupci heterofermentativních BMK, které se 
vyskytují v mléce, jsou Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Leuconostoc 
mesenteroides subsp. cremoris, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus 
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buchneri. V syrovém mléce se vyskytuje řada dalších mikroorganismů rozkládajících laktózu 
na různé metabolity. Jedná se o bakterie propionového, octového a máselného kvašení, 
koliformní bakterie a některé rody kvasinek.[5] 
 
2.2 Mikrobiologie syrového mléka 
Mléko tvořené ve zdravém kravském vemeni je sterilní. Ke kontaminaci mikroorganismy 
může dojít zejména během dojení a po nadojení. Mléko je díky vysokému obsahu vody, 
vyváženému složení živin a optimálnímu pH ideálním prostředím pro jejich růst. K tomu 
využívají bohatou zásobu energie ve formě laktózy, mléčného tuku, citrátu a dusíkatých 
látek.[6] 
 
Počet a zastoupení mikroorganismů v syrovém mléce kolísá, v čerstvě nadojeném mléce 
zdravých dojnic bývá v 1 ml řádově 102 – 103 mikroorganismů. Hlavním kritériem produkce 
kvalitního syrového mléka je nízké zastoupení mikroorganismů způsobujících kažení 
a absence patogenních mikroorganismů.[1] 
 
Jakmile se mikroorganismy dostanou do mléka, rychle se množí a ovlivňují jeho kvalitu jak 
příznivě, tak nepříznivě. Správná manipulace s mlékem během a po nadojení, rychlost 
zchlazení mléka po nadojení, teplota, při které je mléko skladováno a celková doba 
skladování ovlivňují rozvoj a druhy mikroorganismů v mléce.[5, 6] 
 
Obrázek č. 2: Vliv teploty na růst mikroorganismů 
 
Mikroorganismy mohou být rozdělené do dvou hlavních skupin: saprofytické a patogenní 
mikroorganismy, ačkoliv některé druhy se mohou vyskytovat současně v obou skupinách.[6] 
 
 
 
15 
 
2.2.1 Saprofytické mikroorganismy 
Saprofytické mikroorganismy produkují enzymy, které rozkládají složky mléka na látky 
vhodné pro jejich růst. Tyto reakce způsobují znehodnocení mléka, které se projevují změnou 
senzorických vlastností – změny vůně, chuti, vzhledu a konzistence. Senzorické změny 
vznikají v důsledku fermentace sacharidů (mléčné, propionové či máselné kvašení), degradací 
proteinů a tuků účinkem bakteriálních lipolytických a proteolytických enzymů.[1, 6] 
Nejvýznamnějšími mikroorganismy působící kažení mléka jsou gram-negativní tyčinky 
(Pseudomonas spp., koliformní bakterie), gram-pozitivní sporotvorné bakterie (Bacillus spp., 
Clostridium spp.), bakterie mléčného kvašení, koryneformní bakterie, kvasinky a plísně.[1] 
 
2.2.1.1 Gram-negativní psychrotrofní bakterie 
Z hlediska znehodnocení, psychrotrofní bakterie představují nejdůležitější mikroorganismy 
přítomné v syrovém mléce.[15] 
 
Jejich optimální teplota růstu je 20 – 30 °C, ale jsou schopné se množit i při teplotách nižších 
než 5 °C. Růst psychrotrofních bakterií proto představuje hlavní problém uchovávání mléka 
při nízkých teplotách, což je běžná praxe v současném mlékárenském průmyslu. Během jejich 
růstu jsou tvořeny tepelně stabilní enzymy jako proteázy a lipázy, což následně způsobí 
rozpad bílkovin a tuků a s tím související znehodnocení (chuť, kvalita) syrového mléka. 
Metabolické procesy psychrotrofů jsou proto důležitější než celkový počet mikroorganismů. 
Mléko pozměněné činností těchto enzymů nesmí být zpracováno.[5, 6, 16]  
 
Psychrotrofní gram-negativní bakterie jsou termolabilní, jejich výskyt v pasterovaných 
výrobcích indikuje post-pasterační kontaminaci.[1] 
 
Psychrotrofní mikroflóru nejméně z 50 % představují druhy rodu Pseudomonas, 5 – 33 % 
tvoří Enterobacteriaceae, které zahrnují i koliformní bakterie a další rody.[15] 
 
Pseudomonas spp. 
Zástupci rodu Pseudomonas jsou nejdůležitější psychrotrofní bakterie. Kromě jejich rychlého 
růstu v chlazeném syrovém mléce, se pseudomonády vyznačují tvorbou tepelně stabilních 
extracelulárních proteáz, lipáz a fosfolipáz. Některé enzymy mohou odolat pasteraci 
a dokonce UHT ošetření. Mléko přicházející do kontaktu s nedostatečně vyčištěným 
výrobním zařízením může obsahovat až 105 proteolytických a lipolytických mikroorganismů 
v 1 ml. Lipázy jsou zodpovědné za degradaci mléčného tuku spojené s vývojem žluklé 
mýdlové chuti a občas poněkud hořkou chutí vzhledem k uvolňování nízkomolekulárních 
mastných kyselin. Proteolytické enzymy indikují degradaci kaseinu, což je patrné z šedavé 
barvy a hořké chuti mléka.[1, 6, 16] 
 
Tento rod je zastoupen druhy s krátkou generační dobou při teplotě 0 – 7 °C, v přítomnosti 
vzduchu se doba jejich generování může ještě zkrátit. Většina nejrychleji rostoucích 
psychrotrofních Pseudomonas spp. izolovaných ze syrového mléka má generační dobu 8 -  
12 h při teplotě 3 °C a 5,5 – 10,5 h při teplotě 3 – 5 °C.[5] 
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Asi 50 % druhů rodu Pseudonomas produkují během růstu fluoreskující žlutozelené barvivo 
(pyoverdin).[6, 17] 
 
Nejčastěji se v mléce nachází Pseudomonas fluorescens (> 50 %), méně často Ps. fragi, Ps. 
putida nebo Ps. aeruginosa.[1] 
 
Enterobacteriaceae 
Enterobacteriaceae představují asi 5 – 33 % psychrotrofní mikroflóry přítomné v syrovém 
mléce. Jejich optimální teplota růstu (< 30 °C) bývá vyšší než u pseudomonád, ale rostou 
dobře i při teplotách chlazení mléka.[6] 
Do této čeledi patří i koliformní bakterie. Nejčastěji jsou v mléce přítomny rody Escherichia, 
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia a Citrobacter. Koliformní bakterie se spolu s 
enterokoky považují za indikátorovou mikroflóru z hlediska hygieny mléka. Jejich přítomnost 
či nepřítomnost poskytuje informaci o hygieně výroby, tepelném zpracování a skladování 
mléka.[1, 9] 
 
Koliformní bakterie nepřežívají pasteraci. Pokud se vyskytují v pasterovaném mléce, 
signalizují buď nedostatečný pasterační záhřev nebo následnou kontaminaci způsobenou 
nedokonalou hygienou práce a sanitací. Některé koliformní bakterie (např. Serratia 
marcescens) produkují proteolytické enzymy, které mohou působit gelovatění UHT 
mléka.[1, 9] 
 
Další psychrotrofní bakterie 
V syrovém mléce se běžně vyskytují i další druhy psychrotrofních bakterií. Patří mezi ně 
Flavobacterium, Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes a Chromobacterium. Stejně jako 
pseudomonády, jsou to bakterie schopné růstu při nízkých teplotách. Acinetobacter 
a Psychrobacter mají omezenou možnost znehodnocení, protože jejich růst při nižších 
teplotách je pomalejší než u jiných psychrotrofů, proto je Pseudomonads spp. často 
přerostou.[6] 
 
2.2.1.2 Gram-pozitivní bakterie 
Množství gram-pozitivních bakterií přítomných v syrovém mléce je mnohem nižší než gram-
negativních.[15] 
 
Sporotvorné bakterie 
Sporotvorné mikroorganismy mají zvláštní postavení mezi celkovou mikroflórou mléka 
vzhledem k jejich největší schopnosti přežít tepelné ošetření mléka a následnému šíření na 
finální výrobky. Ze sporotvorných bakterií mají vztah k mléku rody Bacillus a Clostridium. 
Zástupci obou rodů produkují vysoce termorezistentní a chemorezistentní spory a rostou 
v poměrně širokém rozmezí teplot.[1, 18] 
 
Vážný problém představuje přítomnost sporotvorných bakterií rodu Bacillus, které tvoří 
tepelně odolné spory a vegetativní buňky produkují extracelulární enzymy. Rod Bacillus je 
charakteristický širokým komplexem fyziologických variant, které se odráží v různých 
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mezofilních (Ba. cereus, Ba. licheniformis, Ba. subtilis, Ba. pumilus), termofilních (Ba. 
stearothermophilus, Ba. licheniformis) a psychrofilních druzích (Ba. weihenstephanensis). 
Většina zástupců však roste při teplotě okolo 30 – 37 °C.[18, 19, 20] 
 
Generační doba a lag fáze psychrotrofních bacilů při 2 – 7 °C jsou pravděpodobně delší než 
u Pseudomonads spp., ale sporotvorné psychrotrofní bakterie se mohou stát dominantní 
mikroflórou nacházející se v rozkládajícím se mléce při teplotě 10 °C.[6] 
 
Nejznámějším zástupcem je Bacillus cereus, který produkuje proteolytické enzymy 
a způsobuje tzv. sladké srážení mléka (štěpení kaseinu bez produkce kyselin). Současně 
produkuje i enzym lecitinázu, který je zodpovědný za narušení membrány tukových kuliček, 
následnou agregaci tuku a srážení smetany.[1] 
 
Kažení mléka se mohou účastnit i další druhy: Ba. subtilis, Ba. licheniformis, Ba. coagulans, 
Ba. circulans, Ba. stearothermophilus či Ba. macerans. Bacily způsobují kažení 
pasterovaného mléka, UHT mléka či zahuštěných mléčných výrobků.[1] 
 
Sporotvorné bakterie rodu Clostridium jsou v syrovém mléce přítomné jen ve velmi malém 
množství. V souvislosti s kažením mléčných výrobků má největší význam druh Clostridium 
tyrobutyricum, případně Clostridium butyricum a Clostridium sporogenes.[1, 6] 
 
Bakterie mléčného kvašení 
Znehodnocení syrového mléka v důsledku růstu kyselinotvorných fermentativních bakterií 
mléčného kvašení nastává v případě, že teplota skladovaného mléka je dostatečně vysoká, aby 
bakterie mléčného kvašení přerostly psychrotrofní bakterie nebo složení je inhibiční ke gram-
negativním aerobním bakteriím.[6] 
 
Tato skupina bakterií zahrnuje rody Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, 
Leuconostoc, Lactococcus a Pedicoccus. Lactococcus lactis susp. lactis je hlavním druhem, 
který způsobuje znehodnocení mléka při teplotě 10 – 37 °C a je schopný produkovat kyseliny 
(okolo 0,25 %, zejména kyselinu mléčnou, ale také malé množství kyseliny octové 
a propionové). Některé izolované druhy rodu Enterococcus mohou růst při teplotě 7 °C 
a vykazují proteolytickou aktivitu. Bakterie mléčného kvašení mohou působit nežádoucí 
kysnutí, senzorické vady a změnu textury mléka.[1, 6] 
 
Tyto mikroorganismy tvoří pouze minoritní populaci mikroflóry syrového mléka, ale jejich 
množství může být vyšší v pasterovaném mléce, vzhledem ke své odolnosti vůči pasteraci.[6] 
 
2.2.1.3 Kvasinky a plísně 
Kvasinky a plísně přítomné v syrovém mléce jsou účinně devitalizovány pasterací. Jsou-li 
přítomný v mléčných výrobcích, je jejich zdrojem nejčastěji kontaminované výrobní zařízení 
a nepasterovaná ovocná složka.[1] 
 
Biochemické změny syrového mléka mohou být vyvolané vlivem negativního působení 
kvasinky Candida lusitaniae a řasy Prototheca zopfii. Přídavek mléka obsahujícího tyto 
patogeny k mléku na technologické zpracování, bez ohledu na pasterační efekt, má významný 
negativní vliv na změny obsahu bílkovin, tuku a laktózy vzhledem k enzymatické výbavě 
18 
 
mikroorganismů. Tento vliv je velmi výrazný při koncentracích mikroorganismů 103 a vyšší. 
Vznikají významné biochemické změny složení mléka, kdy dochází i k negativnímu ovlivnění 
jeho skladovatelnosti a technologické použitelnosti.[21] 
 
 
Obrázek č. 3: Mikroorganismy vyskytující se v syrovém mléce 
 
2.2.2 Patogenní mikroorganismy 
Syrové mléko je pod stálým veterinárním dozorem, díky čemuž je zajištěna bezpečnost mléka 
před výskytem původců onemocnění, jako je tuberkulóza a brucelóza. Výskyt patogenů však 
běžně sledován není.[22] 
 
I když je růst patogenních mikroorganismů inhibován chlazením nadojeného mléka 
a konkurenčními nepatogenními mikroorganismy, přesto se vyskytují nemocí způsobené 
konzumací syrového mléka. Některé patogenní mikroorganismy se v mléce rychle pomnožují, 
jiné rostou velmi pomalu ( např. Mycobacterium tuberculosis, Brucella spp.) nebo se nemnoží 
vůbec (viry).[1, 6] 
 
Nejčastější významné patogenní mikroorganismy vyskytující se v syrovém mléce jsou 
uvedeny v následujícím přehledu.[1] 
Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus je nejdůležitějším patogenním druhem rodu Staphylococcus. 
Patogenita je výsledkem produkce enterotoxinu bílkovinné povahy v potravině. Enterotoxin 
v potravině vzniká jako metabolický produkt při množení stafylokoka. K otravě dochází při 
koncentraci buněk v potravině v řádu 105 – 107 v 1 g.[1, 17] 
 
Stafylokok roste při teplotě 7 - 48 °C a teploty nad 60 °C nepřežívá. Enterotoxin je 
produkovaný při teplotě 10 - 48 °C, ale k optimální produkci dochází při teplotě 40 - 45 °C. 
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Enterotoxiny jsou vysoce termorezistentní, přežívají teploty nad 100 °C, a proto se můžou 
vyskytovat i v tepelně zpracovaných potravinách.[23, 24] 
 
Prevence spočívá v zabránění růstu Staphylococcus aureus v potravinách adekvátní sanitací, 
působením chladírenských teplot a použitím technologií eliminujících jejich výskyt 
v potravinách (pasterace).[1] 
Listeria monocytogenes 
Bakterie je pro svůj psychrotrofní charakter významným patogenním kontaminantem 
v mlékárenském průmyslu. Vzhledem ke schopnosti bakterie přežívat dlouhodobě 
v nepříznivých podmínkách a rozmnožovat se i při chladírenských teplotách, roste riziko 
pomnožení při skladování mléka, přežívají také mražení. Mikroorganismus roste v širokém 
teplotním rozmezí 1 - 45 °C. Při 0 °C trvá pomnožení 7,5 dne, při teplotě 35 °C, která je pro 
ni optimální, se pomnoží za 41 minut. Běžný pasterační proces nepřežívá, spolehlivě je 
devitalizují vyšší pasterační teploty nad 80 °C – záleží na úrovni před-pasterační 
kontaminace. Jejich růst inhibují bakterie mléčného kvašení a bakteriociny.[1, 12, 25] 
 
Významnou prevencí výskytu listeriózy je dobrá hygienická úroveň v chovech hospodářských 
zvířat, v potravinářských podnicích potom dodržování systému HACCP a zamezení 
sekundární kontaminace.[1] 
 
Výskyt kontaminace syrového kravského mléka v České republice je nízká v porovnání 
s výsledky studií prováděných v USA a některých zemích EU. Infekční dávka není dosud 
jednoznačně určena, asi 108 buněk.[1, 26] 
Escherichia coli 
Její teplotní optimum pro růst je 37 °C, při teplotě 60 °C se zničí za 30 minut, varem během 
jedné minuty, přežívá při skladování v chlazeném nebo mrazeném stavu potravin. Jsou účinně 
inaktivovány pasterací.[12, 27] 
 
V České republice se poslední případ nákazy z konzumace nepasterovaného mléka vyskytl 
v roce 1995.[28] 
Salmonella spp. 
Bakterie rostoucí v rozmezí teplot 5 - 47 °C, optimum 37 °C. Při teplotě 5 °C se salmonely 
přestávají množit. Pasterační teploty běžně nepřežívají, teploty nad 60 °C je spolehlivě 
ničí.[29] 
 
Syrové mléko představuje v České republice minimální riziko nákazy. Přesto se v roce 2010 
salmonelozou nakazilo 90 lidí z libereckého kraje po konzumaci syrového mléka, v 10-ti 
případech z nápojových automatů. Infekční dávka je uváděná v rozmezí 105 – 108 
bakterií.[1, 12, 30] 
Campylobacter spp. 
Termotolerantní bakterie, které nejsou schopné růst při teplotách nižších než 30 °C. 
Významná je skupina termofilních kampylobakterů (Ca. jejuni, Ca. coli, Ca. lari, Ca. 
upsaliensis) s teplotním optimem 42 °C, nejdůležitější lidský patogen je Ca. jejuni. Běžné 
pasterační teploty kampylobaktery velmi rychle inaktivují. Účinná je i krátkodobá pasterace 
při teplotě 80 °C. Snadno přežívají při chladnějších teplotách (4 °C).[1, 31] 
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V současné době představuje onemocnění vyvolané Campylobacter spp. nejčastější 
bakteriální onemocnění následované salmonelózou.[32] 
 
Infekční dávka se pohybuje v rozmezí 102 – 104 bakterií. Kampylobaktery mají přísné nároky 
na růstové podmínky, proto se běžně nemnoží, pouze přežívají.[1] 
Bacillus spp. 
Patogenním druhem je Ba. cereus, který je také významným původcem kažení mléčných 
výrobků (např. sladké srážení mléka, hořknutí smetany). Vzhledem k produkci 
termorezistentních spor se podílí na kažení pasterovaných výrobků. Kažení potravin je 
umožněno díky produkci celé řady enzymů, schopných degradovat jejich základní složky 
(proteázy, amyláza, lecitináza, sfingomyelináza, fosfolipáza a lipázy).[1] 
Clostridium spp. 
Mezi významné patogeny patří Clostridium perfringens a Clostridium botulinum. 
Ke germinaci spor nedochází v pasterovaném mléce (není zde anaerobní prostředí). Otrava 
Clostridium perfringens nastává pouze při koncentraci buněk v mléce alespoň 106 g-1.[1,17] 
Mycobacterium spp. 
K významným druhům patří zejména Mb. tuberculosis, Mb. paratuberculosis a Mb. bovis. 
Mb. tuberculosis je pravděpodobně jedním z nejvíce termorezistentních patogenních 
mikroorganismů.[1] 
Další původci 
V mléce velmi dobře přežívají bakterie rodu Brucella. Syrové mléko může být 
kontaminováno i rickettsiemi, zejména druhem Coxiella burnetti, která patří mezi nejvíce 
termorezistentní patogeny kontaminující syrové mléko.[1] 
 
V mléce se mohou vyskytovat také patogenní a toxinogenní druhy kvasinek a plísní. 
Ze syrového mléka byla izolována řada kvasinek, např. rodů Candida, Cryptococcus. 
Toxinogenní plísně (rody Aspergillus, Penicillium, Fusarium) jsou při tepelném ošetření 
mléka obvykle inaktivovány. V mléce se mohou vyskytovat jejich sekundární metabolity – 
mykotoxiny.[1] 
 
Z virových onemocnění, které se mohou šířit mlékem jsou to např. hepatitida a encefalitida. 
V mléce se viry množit nemohou, jsou však schopny zde dlouhodobě přežívat, pasterací jsou 
inaktivovány.[1, 5] 
 
Syrovým mlékem se mohou šířit i někteří prvoci (girardiosa, toxoplasmosa).[5] 
 
2.3 Mikrobiologie tepelně ošetřeného mléka 
Mlékárenské výrobky musí být v souladu s platným evropským i národním potravinovým 
právem výrobky bezpečnými, proto z důvodu zajištění jejich zdravotní nezávadnosti 
a trvanlivosti mléko zpracovávané v mlékárenském závodě musí být tepelně ošetřeno.[4] 
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Syrové mléko se tepelně ošetřuje buď pasterací nebo UHT záhřevem, tak aby došlo ke zničení 
všech vegetativních forem patogenních mikroorganismů a k podstatnému snížení počtu 
ostatních mikroorganismů a tím byla zajištěna zdravotní nezávadnost mléka a prodloužená 
trvanlivost. Tepelné ošetření musí být natolik šetrné, aby byla zachována původní biologická 
a technologická kvalita mléka.[5] 
 
2.3.1 Mikroflóra pasterovaného mléka 
Pasterací rozumíme zahřátí na teploty pod 100 °C po různě dlouhou dobu. Při pasteraci 
dochází k usmrcení převážné části vegetativních forem mikroorganismů, přičemž chuť 
a vlastnosti mléka jsou ovlivněny jen minimálně. Pasterací by se mělo dosáhnout snížení 
počtu mikroorganismů pod 1 000 KTJ v 1 ml.  
 
Základní cíle pasterace jsou: 
a) zajištění zdravotní nezávadnosti mléka, 
b) zvýšení trvanlivosti suroviny, které je dosaženo: 
    -zničením většiny vegetativních buněk kontaminujících mikroorganismů, 
    -inaktivací, resp. snížením aktivity nativních, případně bakteriálních enzymů, 
c) úprava či zachování určitých technologických vlastností mléka, 
d) zachování senzorických vlastností mléka. 
 
V praxi se pasterace provádí několika způsoby: 
 
• dlouhodobá pasterace (63 °C po dobu 30 minut) - vzhledem k dlouhé době záhřevu 
se používá jen výjimečně v málo kapacitním měřítku. 
 
• šetrná pasterace (72 °C po dobu 15 s) - tento typ pasterace přežívají sporotvorné 
mikroorganismy a některé termorezistentní bakterie, např. z rodu Micrococcus, které 
se mohou v mléce pomalu rozvíjet. K inaktivaci enzymů dochází jen částečně. Chuť 
a vlastnosti mléka jsou ovlivněny jen minimálně. 
 
• vysoká pasterace (85 °C po dobu 5 s) - vysokou pasteraci přežívají pouze sporotvorné  
bakterie, především z rodu Clostridium a Bacillus. Dochází i k inaktivaci většiny enzymů. 
Projevují se již též změny v chuti mléka (vařivá příchuť).[4, 7] 
 
Tyto kombinace času a teplot, které se volí podle mikrobiální kvality suroviny, zajišťují 
zničení i nejtermorezistentnějších nesporotvorných patogenních mikroorganismů 
vyskytujících se v mléce (Mycobacterium bovis a Mycobacterium tuberculosis). Pokud jsou 
v mléku devitalizovány tyto bakterie, jsou zničeny i ostatní patogeny. Při pasteraci je kromě 
nesporotvorných patogenů usmrcena i většina ostatních mikroorganismů, devitalizovány jsou 
všechny koliformní bakterie, kvasinky a mikromycety. Nízké pasterační teploty mohou přežít 
některé termorezistentní bakterie, především bakterie mléčného kvašení.[4, 5] 
 
Trvanlivost pasterovaného mléka závisí na kvalitě syrového mléka, přičemž platí, že čím více 
je v mléce mikroorganismů před pasterací, tím více jich pasteraci přežívá. Dále pak na 
kvalitativním složení mikroflóry, na výši pasterizačního záhřevu, na případné rekontaminaci 
a na teplotě uchovávání pasterovaného mléka.[5] 
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Pro mikrobiální kvalitu pasterovaného mléka má zásadní význam teplota a doba skladování 
syrového mléka. Množením mikroorganismů na hodnoty 105 – 106 KTJ v 1 ml vznikají 
bakteriální metabolity způsobující smyslové změny, které se následnou pasterací neodstraní. 
Bakteriální lipázy a proteinázy zůstávají aktivní i po tepelném ošetření mléka a výsledkem 
jejich činnosti je nepříjemný žluklý až hnilobný zápach. U smetan je znám ochranný vliv tuku 
na bakterie během její pasterace.[10] 
 
Během tepelného ošetření probíhá řada doprovodných fyzikálně – chemických změn, které 
mohou být pozitivní či negativní (denaturace bílkovin, změna rozpustnosti minerálních 
látek).[4] 
2.3.1.1. Saprofytické mikroorganismy 
Kažení pasterovaného mléka je způsobeno množením termorezistentních bakterií ze syrového 
mléka nebo v důsledku post-pasterační kontaminace. Post-pasterační kontaminace 
mikroorganismy má největší znehodnocující význam a je považována za velmi důležitý faktor 
skladovatelnosti mléka.[6, 10] 
 
2.3.1.1.1. Post-pasterační kontaminace 
Gram-negativní psychrotrofní bakterie 
Nejdůležitější znehodnocení pasterovaného mléka je způsobeno kontaminací gram-
negativními psychrotrofními bakteriemi po tepelném ošetření, které se dále šíří 
prostřednictvím chlazení. Ke kontaminaci dochází nejčastěji během procesu plnění mléka do 
obalů, kdy se mléko dostává do styku s okolním vzduchem a jeho aerosolů. Navíc jsou tyto 
mikroorganismy odolné vůči běžně používaným sanitačním prostředkům a jsou schopny 
kolonizovat povrchy technologického zařízení, které je v kontaktu s pasterovaným mlékem, 
včetně nerezové oceli a pryžového těsnění.[6] 
 
Trvanlivost pasterovaného mléka, které je kontaminované psychrotrofy, je závislá na 
počáteční kontaminaci, teplotě a době skladování a na generačních časech kontaminujících 
mikroorganismů. Pasterované mléko, které má vysoký počet psychrotrofních mikroorganismů 
před pasterací, se obecně znehodnocuje při teplotách chlazení rychleji než mléko pasterované 
s nižším počtem psychrotrofních mikroorganismů. Proto syrové mléko s počtem organismů 
vyšším než 50 000 KTJ v 1 ml by se nemělo pasterovat. 
 
Mikrobiologické vyšetření mléka provedené přímo po pasteraci indikuje, že dominantními 
mikroorganismy jsou členové rodu Enterobacteriaceae. Nicméně, konečná znehodnocující 
mikroflóra je obvykle tvořena psychrotrofními gram – negativními bakteriemi, především 
z rodů Pseudomonas, Alcaligenes a v menší míře i Flavobacterium. Při teplotách skladování 
nižších než 8 °C dochází k jejich relativně rychlému rozvoji z původně malé populace 
a přerostou tak bakterie rodu Enterobacteriaceae. I když jsou přítomny v malém množství, 
přesto znehodnotí mléko díky své schopnosti množit se a degradovat mléčnou bílkovinu a tuk 
i při teplotách chlazení. Rod Enterobacteriaceae však může zůstat dominantní při teplotách 
skladování nad 8 °C.[6] 
 
Bylo zjištěno, že vady pasterovaného mléka při požadované teplotě skladování (4 - 7 °C) 
způsobují pouze bakterie rodu Pseudomonas. Pasterace usmrcuje prakticky všechny 
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termolabilní psychrotrofy, přesto i při dodržení správné výrobní praxe dochází často k post-
pasterační kontaminaci Pseudomonas spp. v množství 1 000 KTJ v 1 ml. Nejčastěji jsou 
s vadami v příchuti chlazeného mléka spojovány Pseudomonas fluorescens. Dále se můžeme 
setkat s Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida a Pseudomonas aeruginosa. Chuť 
zkaženého mléka je popisována jako zatuchlá, sýrová, kyselá, hořká a kyselá nebo hořko 
shnilá.[6] 
 
Hygienickou kvalitu pasterovaného mléka kontaminovaného psychrotrofními 
mikroorganismy ovlivňuje teplota, při které je skladováno. Bylo prokázáno, že uchovávání 
mléka při teplotě 10 °C skutečně snižuje jeho trvanlivost téměř o dvě třetiny ve srovnání 
s uchováváním mléka při teplotě 4 °C. Třikrát delší doba uchovávání pasterovaného mléka při 
teplotě 4 °C nebyla dostatečně dlouhá k produkci srovnatelného množství proteolytických 
a lipolytických enzymů. Při teplotě 10 °C dochází k produkci enzymů během 2 – 3 dnů.[33] 
 
Další kontaminující mikroorganismy 
Jako kontaminující mikroorganismy se občas vyskytují rody Lactobacillus a Lactococcus. 
Díky těmto bakteriím může dojít k acidifikaci mléka, jestliže je mléko skladováno při 
pokojové teplotě.[6] 
 
2.3.1.1.2. Termorezistentní bakterie 
Při teplotách běžné pasterace (72 °C) jsou devitalizovány zejména patogenní a gram-negativní 
psychrotrofní mikroorganismy. Ale existuje několik bakterií původní mikroflóry, které 
přežívají pasteraci a za vhodných podmínek mají schopnost podpořit znehodnocení. 
Termofilní mikroorganismy přežívají tepelný proces přichycené k povrchu výměníku tepla 
(deskový pastér). K růstu těchto mikroorganismů dochází přednostně v rozmezí teplot 45 –
 60 °C v regenerační sekci pastéru. Počet bakterií v pasterovaném mléce se zvyšuje pomalu 
prvních 8 – 9 hodin a potom mnohem rychleji po zbývající dobu pasterace. V důsledku toho 
je zahřívané mléko rekontaminováno již před opuštěním pastéru. Celkový počet kolonií 
bakterií v pasterovaném mléce může dosáhnout úrovně 10 – 100 krát vyšší než v mléce 
syrovém. Při teplotách skladování pod 10 °C ve znehodnoceném mléce převažuje termofilní 
mikroflóra včetně sporotvorných mikrobů.[6] 
 
Termorezistentní bakterie přítomné v pasterovaném mléce představují rody tvořící spory 
a vegetativní rody s vysokou tepelnou odolností. Největší význam mají rody tvořící spory, 
které se z pasterovaného mléka snadno izolují.[6] 
 
Sporotvorné bakterie 
Přestože jsou spory rodu Clostridium také běžně přítomné v pasterovaném mléce, spory rodu 
Bacillus mají největší význam, protože jsou schopné růst i za podmínek chlazení. Bacillus 
circulans je schopný růst při teplotě 2 °C, Bacillus cereus a podobné druhy rostou při teplotě 
4 - 5 °C. Tyto psychrotrofní druhy rodu Bacillus se proto stávají dominantními 
znehodnocujícími mikroorganismy v mléce skladovaném při teplotě pod 5 °C, když 
konkurenční gram-negativní mikroflóra je přítomna pouze v malém množství (možná 
v důsledku zavedení přísných preventivních opatření proti post-procesní kontaminaci ve snaze 
prodloužit trvanlivost), jinak jsou přerostlé gram-negativními post-pasteračními 
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kontaminanty. K tomu dochází, když je mléko ošetřováno za podmínek správné hygieny a pro 
něž se předpokládá dlouhá doba skladování.[6] 
 
Z rodu Bacillus spp. jsou z pasterovaného mléka nejčastěji izolovány druhy Bacillus cereus, 
Bacillus licheniformis, Bacillus mycoides, Bacillus circulans a Bacillus coagulans v množství 
větším než 102 KTJ v 1 ml.[6] 
 
Vegetativní buňky sporotvorného rodu Bacillus jsou devitalizovány pasteračními teplotami. 
Spory bacilů však pasteraci přežívají a navíc pasterované mléko vytváří vhodné podmínky pro 
jejich klíčení. Jejich tepelně rezistentní spory a schopnost vegetativních buněk tvořit 
extracelulární enzymy mohou způsobit zhoršení kvality mléka. Bacillus cereus je 
převažujícím organismem, který ovlivňuje kvalitu pasterovaného mléka. Výsledkem je sladké 
srážení mléka a změny ve vůni a chuti mléka díky produkci enzymů proteinázy, lipázy 
a fosfolipázy. Nejúčinnějšími způsoby ke zničení spor s 99,99 % úspěšnosti je ošetření mléka 
UHT záhřevem. Spory kmenů Bacillus coagulans a Bacillus pumilus nepřežívají teploty 
120 °C. Spory Bacillus licheniformis jsou schopné přežít i UHT proces. Většinou však spory 
nepřežijí sterilizační teploty nad 135 °C.[19] 
 
Z důvodu krátké trvanlivosti a skladovacích podmínek chlazení je nepravděpodobné, že by 
bakteriální lipázy a protézy, které jsou velmi tepelně odolné, způsobily problémy 
pasterovaného mléka.[6] 
 
Vegetativní bakterie 
Řada vegetativních bakterií je schopná přežít krátkodobou pasterací. Většina z nich je gram-
pozitivní a má minimální úlohu při znehodnocení mléka, zejména při teplotách chlazení. 
K běžně izolovaným druhům patří Microbacterium, Micrococcus, Enterococcus, 
Streptococcus, Lactobacillus a Corynebacterium. Četnost přežívání se liší, od 100 % 
v případě Microbacterium lacticum až po méně než 1 % v případě některých kmenů 
Enterococccus, Streptococcus, Lactobacillus a koryneformních bakterií. Koryneformní 
bakterie, mikrokoky a streptokoky jsou obvykle schopny dalšího růstu v pasterovaném mléce, 
pokud je teplota skladování nižší než 6 °C. Pouze jedna gram-negativní bakterie, Alcaligenes 
tolerans, je schopna přežít pasteraci, i když význam jejího znehodnocení není znám.[6] 
 
2.3.1.2. Patogenní mikroorganismy 
Pasterace usmrcuje většinu, ne – li všechny patogenní vegetativní mikroorganismy. I přesto 
jsou známy případy otravy jídlem, které nastaly po konzumaci pasterovaného mléka 
kontaminovaného bakteriemi Salmonella spp., Brucella spp., Listeria spp. a E. coli. 
Za předpokladu řádně provedené pasterace nebyly zaznamenány žádné případy otravy jídlem 
mikroorganismy přežívající pasteraci. Proto musí být přítomnost patogenů v pasterovaném 
mléce (produktu) výsledkem rekontaminace.[6] 
 
Jak již bylo zmíněno, spory Clostridium perfringens a Bacillus cereus jsou tepelně odolné 
a mohou být izolovány z pasterovaného mléka. Avšak Clostridium perfringens není schopna 
klíčit při teplotních podmínkách skladování mléka. I přesto, že růst Bacillus cereus vede 
k rozvoji silně nepřijatelné vůni a chuti mléka, které se stává pro spotřebitele 
nekonzumovatelným, byly hlášeny nákazy otravou bacilem z pasterovaného mléka.[6] 
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2.3.2. Mikroflóra UHT mléka 
UHT záhřev (Ultra-high-temperature) je postup, při kterém jsou usmrceny veškeré formy 
mikroorganismů v mléce, dochází k jeho sterilaci. Mléko je zahříváno na teplotu 137 – 
142 °C po dobu 1 – 2 s. Po ošetření UHT záhřevem má mléko fyzikální, chemické a 
senzorické vlastnosti pasterovaného mléka, ale jeho trvanlivost je podstatně delší, většinou 12 
týdnů.[5] 
 
Cílem UHT zpracování je produkce komerčně sterilního výrobku, tj. četnost spor menší než 
1 zárodek v 10 000 ml mléka. UHT mléko nesmí obsahovat mikroorganismy, které mohou 
růst za normálních podmínek skladování. V mléce po ošetření však mohou být obsaženy 
termofilní sporotvorné bakterie, které ale nebudou růst pod 30 °C.[4, 6] 
 
Mikroorganismy přežívající UHT proces jsou příčinou kažení mléka vzácně. Kažení mléka se 
projevuje změnou vůně a chutí (nahořklá až hořká), gelovatěním až vysrážením bílkovin, 
vady vznikají působením termostabilních proteáz a lipáz. Výsledná kontaminace mléka 
pochází ze dvou zdrojů. Hlavní riziko představuje nedostatečné tepelné ošetření při vysoké 
kontaminaci suroviny nebo rekontaminace mléka při balení UHT mléka (v důsledku vadného 
sváru obalového materiálu, opotřebované svařovací čelisti plnícího a balícího zařízení nebo 
jejich znečištění).[4, 10] 
 
2.3.2.1. Tepelně odolné sporotvorné mikroorganismy 
Jestliže syrové mléko obsahuje poměrně vysoké množství sporotvorné mikroorganismů, může 
malá část přežít UHT ošetření mléka a působením svých proteolytických a lipolytických 
enzymů způsobit jeho znehodnocení.[6] 
 
Spory druhů Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus 
sporothermodurans a Paenibacillus lactis jsou schopné přežít UHT ošetření.[6] 
 
Bacillus stearothermophilus patří k nejodolnějším, ale není schopen růstu při teplotě menší 
než 30 °C. K nejdůležitějším mikroorganismům způsobujících znehodnocení mléka patří 
Bacillus coagulans, Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis i některé tepelně rezistentní 
kmeny Bacillus cereus. Bacillus sporothermodurans je poměrně nedávno objevený druh, 
který se vyznačuje nebezpečnou kombinací vysoké tepelné odolnosti a mezofilním růstem, tj. 
schopnosti růstu při pokojových teplotách. K inaktivaci dochází při teplotě 148 °C po dobu 
10 s nebo 150 °C po dobu 6 s. Bacillus sporothermodurans znehodnotí mléko pouze jeho 
mírným zesvětlením a zřídka dosáhne počtu vyššího než 105 v 1 ml. Avšak je velmi obtížné 
jej odstranit z kontaminovaného zařízení. V praxi bylo prokázáno šíření tohoto 
mikroorganismu přepracováním prošlého UHT mléka, ale takový postup by neměl být 
povolen.[6] 
 
2.3.2.2. Post-procesní kontaminace 
Významným hlediskem při zacházení s mlékem po vysokoteplotní sterilační části UHT 
procesu je kontaminace. Kontaminace může vyplynout z několika zdrojů, z nichž 
nejdůležitější je těsnění v homogenizátoru a přívod vzduchu k aseptické baličce mléka. Spory 
zachycené pod těsněním měly zvýšenou tepelnou stabilitu, do značné míry připsanou velmi 
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nízké aktivitě vody v jejich mikroprostředí, a mohou fungovat jako rezervoár kontaminujících 
spor. Častá výměna těsnění je účinný způsob minimalizace takové kontaminace.[6] 
 
Většinu kontaminantů v UHT mléce tvoří Bacillus spp. Avšak není jasno, zda pocházejí 
z post-procesní kontaminace nebo se jedná o tepelně odolné mikroorganismy, které přežily 
ošetření. Nejčastěji izolovanými druhy jsou Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, 
Bacillus licheniformis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus cereus. Ale např. 
u Bacillus cereus je nepravděpodobné, že by přežil UHT ošetření, proto musí vstoupit do 
mléka sterilaci.[6] 
 
Z UHT mléka byly izolované i nesporotvorné mikroorganismy, jak gram-pozitivní, tak 
negativní. Mezi studiemi se izolované druhy liší. Patří k nim Streptococcus lactis, 
Micrococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis 
a Enterobacter.[6] 
 
Dalšími mikroorganismy způsobující vážné problémy jsou vláknité houby Fusarium 
oxysporum. Organismus způsobuje chuť mléka, která je podobná modré žíle sýra a také 
produkuje plyn, což je rozpoznáno zduřelými nebo nafouknutými krabicemi. Do UHT mléka 
může vstoupit prostřednictvím znečištěného vzduchu v plnícím stroji. Negativní tlaky 
vzduchu v prostorách aseptického plnění může usnadnit kontaminaci balícího zařízení 
v případě, že v okolí je zdroj plísně. Jakmile houba znečistí plnící stroj, je velmi obtížné ji 
odstranit.[6] 
 
2.3.2.3. Tepelně stabilní enzymy 
Znehodnocení UHT mléka vzniká zejména pokračující činností tepelně stabilních proteáz 
a lipáz produkovanými psychrotrofy, včetně Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., 
Flavobacterium spp. v syrovém mléce. Zbytková aktivita po UHT ošetření může být až 40 %. 
Po ošetření 140 °C po dobu 10 s, proteinázy z Acinetobacter spp. a Aeromonas spp., měly 
zbytkovou aktivitu pod 10 %, fluorescenční pseudomonady měly zbývající aktivitu v rozmezí 
14 – 51 %. Tyto enzymy zůstaly aktivní i po tepelném zpracování při 149 °C po dobu 10 s.  
 
Kvalita syrového mléka vybraného pro UHT ošetření je rozhodující. Jestliže je UHT mléko 
připravené ze syrového mléka obsahujícího více než 50 000 KTJ v 1 ml psychrotrofů, může 
dojít k jeho zkažení kvůli tepelně odolným enzymům.[6] 
 
2.4 Automaty na mléko 
V roce 2003 byl v České republice povolen přímý prodej syrového mléka, od roku 2009 došlo 
k rozšíření prodeje syrového mléka z automatů. V současné době je u nás registrováno přes 
stovku mléčných automatů.[22, 34] 
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Obrázek č. 4: Prodejci mléka – Mléčné automaty v ČR (stav k 12. 4. 2012) 
2.4.1 Podmínky prodeje syrového mléka a provozování automatu na mléko 
Pravidla pro přímý prodej syrového mléka konečnému spotřebiteli jsou stanovena kombinací 
předpisů ES a ČR. Provozovatelé jsou povinni dodržovat podmínky pro prodej syrového 
mléka a dále dodržovat podmínky prodeje a sanitační řád, související s provozem mléčných 
automatů. Ty přesně stanovují podmínky provozu, včetně předepsaných formulářů pro 
evidenci dat o dodávkách, teplotě, použitých čisticích prostředků, provádění sanitace atd. 
Farmář může prodávat denně nejvýše 500 litrů kravského mléka, přičemž toto množství nesmí 
překročit 35 % produkce. Pokud by chtěl chovatel prodávat větší množství než je 500 l/ 35 % 
produkce, musí získat status malé mlékárny.[2, 22, 35 ] 
 
Provoz jednotlivých automatů je pokaždé schvalován krajskou veterinární a hygienickou 
stanicí. Farmář žádající o provozování mléčného automatu je nejdříve prověřen a teprve po 
splnění předepsaných náležitostí dostane souhlas veterinárních a hygienických orgánů 
k provozu automatu na mléko. Každý automat je i nadále pod veterinárním dohledem, 
hygienická stanice má přístup pro odebírání vzorků a jejich rozbor.[35] 
 
2.4.2 Funkce automatu na mléko 
Mléko pro automat se přečerpá do speciálního nerezového tanku o objemu několika set litrů, 
naloží do auta a odveze k automatu. Tank je vyroben z vysoce kvalitní nerezové oceli 
a splňuje veškeré hygienické normy. Tank obsahuje pumpu na mléko, míchadlo s motorem, 
teplotní sondu a řídící jednotku. Mléko je tak neustále součástí tanku a s automatem 
nepřichází vůbec do styku. Použitá technika zaručuje, že nedojde k významné změně teploty 
mléka během transportu. Mléčný automat by totiž při teplotě mléka vyšší než 8 °C nemohl 
prodávat, má vestavěnou blokaci (k ochraně spotřebitele). Teplota se trvale sleduje a eviduje. 
V automatu je tank s mlékem uložen do chladicího boxu, kde je udržována teplota okolo 4 °C. 
Mléko může být v automatu prodáváno maximálně 24 h, potom se musí zásobní tank vyměnit 
za nový s čerstvým mlékem. Tank je přímo hadičkou spojen s výdejním okénkem a po 
zaplacení požadované ceny je mléko automaticky načerpáno do skleněné nebo plastové láhve. 
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Důležitá je čistota láhve a rychlé uložení láhve s mlékem do chlazeného prostoru, aby se 
udržela teplota okolo 4 °C. Po výdeji každého mléka je okénko automaticky očištěno horkou 
párou a trubička, která vydává mléko, se schová do chlazeného prostoru. Automat hlídá 
teplotu a její nadlimitní změnu hlásí na telefon obsluhy nebo samočinně zablokuje výdej 
mléka.[35, 36] 
 
Nejenom dodržení teplotního řetězce, ale i důsledná a předpisová sanitace tanků a celého 
automatu je podmínkou pro provozování automatu. Sanitace tanků probíhá po každém použití 
podle schváleného postupu. Může se provést ručním postupem anebo automaticky po 
napojení na systémy pro sanitaci dojícího zařízení v dojírně.[35] 
 
Mléčné automaty udržují mléko při teplotě do 4 °C a tato teplota by se při transportu do 
domácnosti neměla zvýšit víc než na dvojnásobek. Platí to zejména, pokud doba transportu je 
delší než jedná hodina. Doma by se mléko mělo co nejdříve převařit. Není vůbec nutné mléko 
uvést do varu, postačí mléko zahřát na 72 °C po dobu 15 s, čímž dojde k likvidaci 
mikroorganismů. Převařené mléko a výrobky z něj by měli spotřebitelé zkonzumovat 
nejpozději do 48 h od nákupu mléka.[37] 
 
2.4.3 Mikrobiologická kvalita syrového mléka z automatu 
Mléko z automatů pochází ze zdravých chovů, které jsou pod veterinárním dozorem. Díky 
této kontrole je zajištěna bezpečnost mléka, pokud se týká možnosti přenosu onemocnění, 
jako jsou tuberkulóza, brucelóza a jiné. I přes tuto kontrolu je možné, že se v mléce mohou 
vyskytnout původci vyvolávající některá onemocnění, např. kampylobakteriózu, listeriózu, 
salmonelózu, yerseniózu nebo alimentární intoxikace.[22] 
 
V mikrobiologické kvalitě syrového mléka z automatů byly zaznamenány velké rozdíly a to 
zejména v závislosti na farmě, ze které mléko pocházelo. Zatímco některé farmy do automatů 
dodávají mléko po stránce mikrobiologické zcela bezpečné, mléko z jiných farem je patogeny 
kontaminováno opakovaně. Mezi detekovanými mikroorganismy byly Staphylococcus aures, 
Listeria monocytogenes, kampylobaktery a salmonely.[22] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
3 MIKROBIOLOGICKÉ VYŠETŘENÍ MLÉKA 
Zjišťování mikroorganismů má v mlékárenství důležitou úlohu, protože jejich přítomnost 
rozhoduje o vlastnostech suroviny i výrobku. Podle výskytu různých druhů mikroorganismů 
lze usuzovat na hygienu výroby, zdravotní nezávadnost, trvanlivost a skladovatelnost 
výrobků.[5] 
 
Kultivačním vyšetřením se stanovují ve zkoušeném vzorku pouze životaschopné 
mikroorganismy, které jsou také technologicky a hygienicky významné. Podle druhu 
sledovaných mikroorganismů se vybírá diagnostická živná půda a dodržují se podmínky 
kultivace.[5, 38] 
 
Cílem praktické části byla analýza mikrobiologické kvality syrového mléka a tepelně 
ošetřeného mléka. Mikrobiologická analýza byla provedena v laboratoři mlékárenského 
závodu v listopadu 2012. Analyzované syrové mléko pocházelo z farem České republiky. 
Ve vzorcích mléka byly sledovány celkové počty mikroorganismů, čeleď Enterobacteriaceae, 
koliformní a psychrotrofní mikroorganismy. 
 
3.1. Metodika a použitý materiál 
3.1.1. Použité metody 
Mikrobiologické vyšetření syrového mléka a mléka ošetřeného pasterací a UHT záhřevem 
bylo provedeno kultivačními metodami podle příslušných norem: 
• ČSN EN ISO 4833 Mikrobiologie. Všeobecné pokyny pro stanovení celkového počtu 
mikroorganismů. Technika počítání kolonií vykultivovaných při 30 °C. 
• ČSN ISO 5541/1 Mléko a mléčné výrobky. Stanovení počtu koliformních bakterií. Část 1: 
Technika počítání kolonií vykultivovaných při 30 °C. 
• ČSN ISO 6730 Mléko. Stanovení počtu jednotek tvořících kolonie psychrotrofních 
mikroorganismů. Technika počítání kolonií vykultivovaných při 6,5 °C. 
• ČSN ISO 21528-1 Mikrobiologie potravin a krmiv – Horizontální metody pro průkaz 
a stanovení počtu bakterií čeledi Enterobacteriaceae – Část 1: Průkaz a stanovení počtu 
technikou nejvýše pravděpodobného počtu s předmnožením. 
 
3.1.2. Kultivační vyšetření 
3.1.2.1. Odběr a příprava vzorků před rozborem 
Vzorky k mikrobiologické analýze byly odebrány do sterilní vzorkovnice z vyrovnávací 
nádrže před pasterační stanicí, vzorkovacího kohoutku za pastérem a finálního výrobku 
trvanlivého mléka. Před otevřením se vzorek důkladně promísil protřepáním ve vzorkovnici 
(syrové a pasterované mléko) a ve spotřebitelském obalu (mléko po UHT záhřevu). Otevření 
bylo provedeno asepticky nad plamenem nebo očištěním etanolem, aby nedošlo ke 
kontaminaci. K vyšetření se mikropipetou se sterilní špičkou odebral 1 ml vzorku mléka 
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a přidalo se 9 ml fyziologického roztoku s peptonem. Tím jsme získali primární ředění 10-1. 
Mikropipetou s novou sterilní špičkou se přenesl 1 ml primárního ředění do další zkumavky 
obsahující 9 ml fyziologického roztoku s peptonem, čímž jsme získali ředění 10-2. Takto se 
pokračovalo do ředění 10-3. Každé ředění bylo pečlivě promícháno na mixéru. K očkování 
bylo použito 1 ml vzorku nebo jeho ředění. 
 
 
 
Obrázek č. 4: Schéma pracovního postupu při zpracování vzorku 
 
3.1.2.2. Agarové půdy 
K mikrobiologickému vyšetření byly použité následující komerčně připravené agarové živné 
půdy: 
• GTK – M – agarová živná půda s glukózou, tryptonem, kvasničným extraktem sušeným 
odstředěným mlékem  
• VČŽG (VRBG) – selektivní agarová živná půda s krystalovou violetí, neutrální červení, 
žlučovými solemi a glukózou 
• VČŽL (VRBL) – agarová živná půda s krystalovou violetí, neutrální červení, žlučovými 
solemi a laktózou. 
 
Agarové půdy byly uchovány ve tmě při teplotě 4 - 25 °C. Před použitím se půda rozvařila 
v autoklávu při teplotě asi 100 °C po dobu 15 minut a poté se ochladila ve vodní lázni na 
teplotu 46 °C, kde zůstala do použití k očkování. 
 
3.1.2.3. Mikrobiologické vyšetření 
K mikrobiologickému vyšetření byla použita metoda očkování přelivem neboli zaléváním do 
agarových půd. Desetinásobné ředění vzorku se pipetovalo mikropipetou se sterilní špičkou 
do středu prázdných sterilních Petriho misek. Ke každému zvolenému ředění se připravily dvě 
misky. Inokulum v Petriho misce se přelilo agarovou půdou vytemperovanou na 40 - 45 °C 
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v množství 15 – 20 ml. Nalitá půda se krouživými pohyby po desce pracovního stolu 
důkladně promíchala s inokulem a ponechala utuhnout. Po utuhnutí se plotny inkubovaly 
dnem vzhůru v termostatu při teplotě 30 °C, v případě psychrotrofních mikroorganismů při 
teplotě 6,5 °C. 
 
Po inkubaci byly na půdách odečteny vyrostlé kolonie. Při stanovení celkového počtu 
mikroorganismů se počítaly všechny narostlé kolonie, při stanovení daných taxonomických 
skupin se počítaly pouze kolonie charakteristických vlastností, typických pro zjišťované 
mikroorganismy. 
 
Tabulka č. 2: Přehled mikrobiologického vyšetření 
STANOVOVANÉ 
MIKROORGANISMY 
ŽIVNÁ 
PŮDA 
ŘEDĚNÍ 
VZORKŮ 
TEPLOTA 
KULTIVACE 
DOBA 
KULTIVACE 
POČÍTANÉ 
KOLONIE 
CPM GTK-M 10-2, 10-3 30 °C 72 h všechny 
koliformní VČŽL 10-1, 10-2 30 °C 24 h fialovo-
červené 
Enterobacteriaceae VČŽG 100 30 °C 24 h 
růžovo-
červeno-
fialové 
psychrotrofní GTK-M 10
0, 10-1, 
10-2, 10-3 6,5 °C 10 dní všechny 
 
 
Počet kolonií na misce se stanovil spočítáním všech jednotlivých kolonií. Každá odečtená 
kolonie se na spodní straně misky označila fixem. K odečítání byly použité misky, na kterých 
se celkový počet vyrostlých kolonií pohyboval v rozmezí 30 – 300, počet kolonií specifických 
skupin mikroorganismů 10 – 150 kolonií.  
 
Počet mikroorganismů v původním vzorku (1 ml) se vypočítá jako vážený aritmetický průměr 
ze dvou po sobě následujících ředění podle vzorce: 
 
N = Σ c / [(n1 + 0,1n2) d ] 
kde 
Σc je součet kolonií vyrostlých na všech plotnách, které byly k výpočtu použité 
n1      počet ploten použitých pro výpočet z prvního ředění 
n2      počet ploten použitých pro výpočet ze druhého ředění 
d       první pro výpočet použité ředění. 
 
Výsledky byly vyjádřeny jako počet mikroorganismů v 1 ml a to jako číslo 1,0 až 
9,9 násobené 10x, kde x je příslušná mocnina 10. 
 
Účinnost pasterace byla vyjádřena jako tzv. pasterační efekt: 
Pasterační efekt [%] = 100 - (KTJ po pasteraci/KTJ před pasteraci). 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Přehled kolonií odečtených na agarových půdách 
Kolonie, které narostly na agarových půdách, byly odečteny a vyhodnoceny podle postupů 
uvedených v příslušných normách. Při stanovení celkového množství mikroorganismů 
a psychrotrofních mikroorganismů byly spočítány všechny vyrostlé kolonie, při stanovení 
koliformních bakterií a stanovení Enterobacteriaceae byly spočítány kolonie 
s charakteristickými morfologickými znaky. Účinnost pasterace byla stanovena na základě 
obsahu přežívajících mikroorganismů v pasterovaném mléce k jejich obsahu před pasterací 
(tzn. v syrovém mléce). 
 
Tabulka č. 3: Stanovení celkového počtu mikroorganismů 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ČÍSLO 
VZORKU 
SYROVÉ 
MLÉKO 
[KTJ/ml] 
PASTEROVANÉ 
MLÉKO 
[KTJ/ml] 
UHT 
MLÉKO 
[KTJ/ml] 
PASTERAČNÍ 
EFEKT 
[KTJ/ml] 
1 1,6∙104 1,2∙102 < 1 99,99 
2 1,6∙104 2,0∙102 < 1 99,99 
3 6,6∙103 6,0∙101 < 1 99,99 
4 1,1∙104 4,0∙101 < 1 99,99 
5 6,6∙103 1,4∙102 < 1 99,98 
6 4,7∙104 2,9∙102 < 1 99,99 
7 1,6∙103 3,1∙101 < 1 99,98 
8 2,6∙104 5,2∙102 < 1 99,98 
9 4,1∙104 1,0∙103 < 1 99,98 
10 1,3∙103 2,1∙101 < 1 99,98 
11 3,4∙104 1,8∙102 < 1 99,99 
12 1,3∙104 1,4∙102 < 1 99,99 
13 1,2∙103 1,6∙101 < 1 99,99 
14 6,1∙103 3,5∙101 < 1 99,99 
15 5,4∙103 8,0∙101 < 1 99,99 
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Tabulka č. 4: Stanovení počtu koliformních bakterií a Enterobacteriaceae 
ČÍSLO 
VZORKU 
SYROVÉ MLÉKO 
[KTJ/ml] 
PASTEROVANÉ MLÉKO 
[KTJ/ml] 
1 2,3∙102 < 1 
2 9,0∙102 < 1 
3 9,0∙101 < 1 
4 1,1∙102 < 1 
5 1,6∙103 < 1 
6 1,9∙102 < 1 
7 3,7∙102 < 1 
8 1,2∙102 < 1 
9 1,0∙103 < 1 
10 4,1∙102 < 1 
11 2,3∙102 < 1 
12 2,8∙102 < 1 
13 5,7∙102 < 1 
14 1,4∙101 < 1 
15 3,3∙101 < 1 
 
 
Tabulka č. 5: Stanovení počtu psychrotrofních mikroorganismů 
ČÍSLO 
VZORKU 
SYROVÉ MLÉKO 
[KTJ/ml] 
PASTEROVANÉ MLÉKO 
[KTJ/ml] 
1 1,4∙104 < 1 
2 1,0∙103 < 1 
3 1,6∙103 < 1 
4 6,0∙103 < 1 
5 4,8∙103 < 1 
6 1,6∙104 < 1 
7 1,2∙104 < 1 
8 1,9∙103 < 1 
9 2,7∙104 < 1 
10 3,2∙104 < 1 
11 5,7∙103 < 1 
12 2,5∙103 < 1 
13 4,1∙104 < 1 
14 1,3∙104 < 1 
15 2,1∙103 < 1 
 
4.2 Stanovení celkového počtu mikroorganismů 
Za podmínek pro stanovení celkového počtu mikroorganismů se zjistí převážně jen druhy 
mezofilní (aerobní a fakultativně anaerobní bakterie, kvasinky a plísně). Jejich počet je 
označován jako stupeň mikrobiálního znečištění. CPM je tak ukazatelem hygienické kvality 
získávání a skladování syrového mléka, dodržování technologické kázně a účinnosti 
sanitačního režimu. Stanovení celkového počtu mezofilních mikroorganismů je významné 
jako základní informace o stupni mikrobiální kontaminace a rekontaminace surovin, hotových 
výrobků a prostředí provozoven. V mlékárenství je proto stanovení CPM významné již při 
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kontrole syrového mléka, dále se zjišťuje ve výrobcích, které byly během technologického 
procesu zbaveny mikrobů pasterací nebo sterilací.[5, 38] 
 
Podle příslušných legislativních požadavků na kvalitu mléka nesmí celkový počet 
mikroorganismů v syrovém mléce přesáhnout hodnotu 105 KTJ v 1 ml a v pasterovaném 
mléce hodnotu 103 KTJ v 1 ml. Z výsledku je zřejmé, že hodnoty CPM syrového 
a pasterovaného požadavky splňovaly, kromě 1 vzorku pasterovaného mléka. Zde byl obsah 
celkového počtu mikroorganismů roven limitní hodnotě. Vzorky mléka po ošetření UHT 
záhřevem byly bez nárůstů kolonií a tudíž lze mléko považovat za sterilní (viz tab. č. 3). 
 
Na základě počtu přežívajících mikroorganismů v pasterovaném mléce k jejich obsahu 
v syrovém mléce byl stanovený pasterační efekt. Vzorky mléka byly ošetřeny vysokou  
pasterací a tudíž by mělo být dosaženo pasteračního efektu nad 99,99 % (viz tab. č. 4). 
Požadovaného pasteračního efektu bylo dosaženo u 10 z 15ti vyšetřovaných vzorků. 
4.3 Stanovení počtu koliformních mikroorganismů a počtu Enterobacteriaceae 
V mlékárenské mikrobiologické kontrole jsou nejčastěji stanovovanou skupinou 
mikroorganismů. Koliformní bakterie jsou v surovinách a čerstvých potravinách ukazatelem 
úrovně sanitace. Přítomnost koliformních bakterií v pasterovaných výrobcích je signálem 
nedostatečného pasteračního záhřevu nebo jsou důkazem rekontaminace způsobenou 
nedokonalou hygienickou prací a sanitací, protože koliformní bakterie jsou poměrně citlivé 
vůči záhřevu a pasteraci nepřežívají. V syrovém mléce byly stanoveny počty koliformních 
bakterií, v tepelně ošetřeném mléce byly stanoveny Enterobacteriaceae.[5, 38] 
 
Po inkubaci byly spočítány tmavočervené kolonie, které jsou charakteristické pro koliformní 
bakterie. Obsah koliformních bakterií patří mezi doplňkové znaky mikrobiologické jakosti 
syrového mléka a je pro něj stanovena limitní hodnota méně než 2 000 KTJ v 1 ml vzorku 
mléka. V analyzovaných vzorcích mléka nebyla limitní hodnota překročena. Nejvyšší počet 
koliformních bakterií byl zaznamenán 1,9∙102 KTJ v 1 ml. Získané výsledky tak vypovídají 
o dostatečné hygieně při získávání mléka a dostatečné sanitaci provozu. 
 
Čeleď Enterobacteriaceae tvoří charakteristické růžové až červené nebo fialové kolonie. 
Pasterované vzorky mléka byly negativní na přítomnost Enterobacteriaceae, z čehož lze 
usoudit na dostatečný pasterační záhřev a na dodržování podmínek hygieny práce 
a sanitačního režimu. 
 
4.4 Stanovení počtu psychrotrofních mikroorganismů 
Psychrotrofní mikroorganismy jsou ukazatelem kontaminace mléka často z důvodu špatné 
sanitace. Protože rostou přibližně v rozmezí teplot 0 – 15 °C, jsou také ukazatelem dodržování 
předepsaných chladících teplot v zemědělské prvovýrobě, hygieně práce a sanitace. Rovněž 
při výrobě a zpracování mléka je třeba dodržovat podmínky chlazení mezi technologickými 
operacemi a předepsané postupy sanitace. V čerstvě pasterovaném mléce bývá počáteční 
obsah psychrotrofních mikroorganismů velmi malý a obtížně se dokazuje. Během uskladnění 
se však počet podstatně zvyšuje a může způsobit vady.[5, 38] 
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Obsah psychrotrofních mikroorganismů patří mezi doplňkové znaky kvality. V syrovém 
mléce by jejich počet neměl překročit hodnotu 50 000 KTJ v 1 ml. Ve vyšetřovaných 
vzorcích syrového mléka byly počty psychrotrofních mikroorganismů nižší, pohybovaly se 
v řádu 104 KTJ v 1 ml. Obsah psychrotrofních mikroorganismů v pasterovaných vzorcích 
mléka byl negativní (viz tab. č. 6). Z těchto hodnot vyplývá dodržování výše zmíněných 
ukazatelů od prvovýroby mléka až po jeho zpracování. 
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5 ZÁVĚR 
Mléko je představuje velmi dobré prostředí pro růst mikroorganismů a jejich množení. Jakost 
produkovaného syrového mléka, které je dodáváno k mlékárenskému ošetření a zpracování, 
významně ovlivňuje kvalitu mléčných výrobků. Během jeho zpracování je pravidelně 
mikrobiologicky kontrolováno, aby byly dodrženy správné technologické postupy výroby, 
zachována trvanlivost a hygienická nezávadnost. K jejich stanovení byly vybrány pouze 
některé nežádoucí mikroorganismy, tzv. indikátory mikrobiologické kvality a bezpečnosti 
potravin. Jsou to mikroorganismy, jejichž přítomnost a kvantita nám poskytuje informace 
o mikrobiologickém stavu a procesech probíhajících v mléce. 
 
Cílem práce bylo analyzovat vzorky mléka a stanovit jejich mikrobiologickou kvalitu. Vzorky 
syrového mléka pocházely z českých farem a byly ošetřeny v mlékárenském podniku za 
podmínek běžného provozu. Zároveň byl v laboratoři této provozovny proveden 
mikrobiologický rozbor. Ve vzorcích mléka byl stanoven celkový počet mikroorganismů, 
počet koliformních mikroorganismů a Enterobacteriaceae a psychrotrofní mikroorganismy. 
 
Mikrobiologickou analýzou bylo zjištěno, že počty mikroorganismů splňují legislativní 
požadavky na přítomnost mikroorganismů v syrovém mléce. Také mikrobiologická analýza 
pasterovaného mléka a UHT mléka odpovídala výše popsaným skutečnostem, i když 
v jednom případě obsahu CPM v pasterovaném mléce se jednalo o hodnotu limitní. V těchto 
vzorcích mléka došlo účinkem záhřevu ke snížení počtu mikroorganismů (CPM) nebo k jejich 
úplné devitalizaci. Získané výsledky vypovídají také o dostatečné hygienické úrovni práce 
a sanitačního režimu již od prvovýroby mléka až po jeho zpracování. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
Ba.   Bacillus 
BMK   Bakterie mléčného kvašení 
Ca   Vápník 
Ca.   Campylobacter 
Cl.   Clostridium 
CPM   Celkový počet mikroorganismů 
ČSN   Česká státní norma 
E.   Escherichia 
EP   Evropský parlament 
ES   Evropské společenství 
HACCP systém z anglického „The Hazard Analysis Critical Control Point System“  
KTJ   Kolonie tvořící jednotky 
LP systém  Laktoperoxidázový systém 
Mb.   Mycobacterium 
P   Fosfor 
Ps.   Pseudomonas 
UHT   z anglického „ultra-high temperature processing“ 
 
 
 
 
